


















Abstract: Neuronal  α7  and  α4β2  are  the predominant nicotinic  acetylcholine  receptor  (nAChR) 
subtypes found in the brain, particularly in the hippocampus. The effects of lovastatin, an inhibitor 
of  cholesterol  biosynthesis,  on  these  two  nAChRs  endogenously  expressed  in  rat  hippocampal 
neuronal  cells were  evaluated  in  the  0.01–1  μM  range. Chronic  (14  days)  lovastatin  treatment 
augmented cell‐surface levels of α7 and α4 nAChRs, as measured by fluorescence microscopy and 
radioactive  ligand  binding  assays. This was  accompanied  in  both  cases  by  an  increase  in  total 
protein receptor  levels as determined by Western blots. At  low  lovastatin concentrations (10–100 
nM), the increase in α4 nAChR in neurites was higher than in neuronal cell somata; the opposite 
occurred at higher (0.5–1 μM) lovastatin concentrations. In contrast, neurite α7 nAChRs raised more 
than  somatic  α7  nAChRs  at  all  lovastatin  concentrations  tested.  These  results  indicate  that 
cholesterol levels homeostatically regulate α7 and α4 nAChR levels in a differential manner through 
mechanisms  that depend on  statin  concentration and  receptor  localization. The neuroprotective 
pleomorphic effects of statins may act by reestablishing the homeostatic equilibrium. 












and memory  [4,5]. There  is also substantial experimental evidence  supporting  the notion  that α7 




to  internalization of Aβ by  endocytosis with  the  ensuing build‐up of  intracellular Aβ  [10,11].  α7 
nAChR‐expressing neurons are the most susceptible to AD neuropathology; both α7 nAChR binding 
sites  and  α7 nAChR protein  levels  are  reduced  in  the brains of AD patients  [6],  influencing  the 





and  for  ion  translocation  [4].  Previous  studies  have  shown  that  cholesterol  levels modulate  the 
trafficking, membrane  domain  localization,  and  function  of muscle‐type  nAChR  heterologously 
expressed in CHO‐K1/A5 cells and in endogenously expressed nAChR in C2C12 myotubes [13–19]. 









[22–24]. Early  epidemiological  studies  reported a  lower  risk of dementia  in patients under  statin 
treatment [25,26] and, more recently, a combination of statins and antihypertensive drugs was shown 
to be more effective in reducing the risk of AD and related dementias [22]. Statins reduce cholesterol 





in  gene  expression,  neurotransmitter  receptor  function,  neuronal  membrane  morphology, 
neurotransmitter release, and cell viability (see a recent review in [28]). The aim of this study was to 
characterize the effect of chronic  lovastatin treatment on cellular aspects of α7‐ and α4‐containing 














treatment  significantly  reduced  total  cholesterol  levels  in  cultured  neurons  in  a dose‐dependent 
manner,  at  all  concentrations  tested  (Figure  1a). We  also determined  the  changes  in  cell‐surface 
cholesterol  levels by measuring  the  fluorescence  intensity of  the  fluorescein ester of polyethylene 
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glycol‐derivatized cholesterol (fPEG‐Chol), a cholesterol fluorescent analogue that does not cross the 







14  days  and,  at  the  end  of  the  incubation,  total  cholesterol  levels were measured.  (b) Cultured 
hippocampal neurons were treated with 50 nM lovastatin for 14 days or left untreated (control). At 
the end of the incubation, surface cholesterol was identified with the fluorescent analogue fluorescein 




Importantly,  lovastatin  applied  at  a  concentration  of  1000  nM  for  14  days  did  not  reduce 
neuronal viability (Figure 2). As shown in Figure 2, the wide‐field  images of treated cultures (c–f) 
were indistinguishable from untreated control cells (a,b). There were no signs of neuronal damage 
i.e.,  loss of  integrity of the membrane, shrinkage or vacuolation of  the soma, and/or disruption of 
neurites. Moreover, the percentage of propidium iodide‐negative cells in treated and control cultures 
(control 90% ± 3% vs. treated with 1000 nM lovastatin (90 ± 2 %, p = 0.9955, n = 3) did not differ at this 
concentration  (Figure 2g). Since  the highest concentration  tested did not produce any deleterious 
effects on  the neuronal cell cultures,  it  is  reasonable  to assume  that  lower concentrations did not 
compromise neuronal viability either. 















variable  among  experiments  (200–2200  fmol/mg  protein,  n  =  17).  The  variability  persisted  in 
lovastatin‐treated samples, with a statistically significant increase in α7 nAChR surface levels. This 










cultured  hippocampal  neurons.  (a)  Cultured  hippocampal  neurons  were  treated  with  different 
lovastatin concentrations for a total of 14 days. At the end of the incubation, neurons were washed, 
fixed with paraformaldehyde (PF) for 15 min, and labeled with I125‐α‐bungarotoxin (αBTX). Neurons 














4.  Lovastatin  treatment  increased  surface  α4  and  α7  nAChR  levels  differentially  in  soma  and 






The  lovastatin‐induced  increase  in  α4  nAChR  levels  was  already  apparent  at  lovastatin 
concentrations as low as 50 nM in both somata and neurites (Figure 4a,b). At higher concentrations 









Fluor555‐  secondary  antibody.  Neurons  were  washed  with  phosphate‐buffered  saline  (PBS)  and 
imaged by epifluorescence microscopy. Fluorescence corresponding to Alexa Fluor555 (a,c) and Alexa 
Fluor488‐BTX (b,d) in soma (upper panel) and neurites (lower panel) was quantified and normalized. 







nAChR  in  soma  was  clearly  higher  than  in  neurites  (ratio  >  1);  however,  at  high  lovastatin 
concentrations, the opposite was apparent (ratio < 1) (Figure 4d). This suggests that the α4 nAChR 






the  nAChRs present  in  each  neuronal  compartment. To  address  this  possibility, we  studied  the 
internalization rate of nAChR in neuronal somata and neurites upon treatment with 50 nM lovastatin. 
We chose  this concentration because  it produces a clear decrease  in cholesterol  levels well below 
saturation, which occurs only at higher doses. Neurons were  labeled with the anti‐α4 monoclonal 
antibody mAb‐299, incubated at 37 °C for 30 min, and labeled with a secondary antibody at the end 

































and  expressed  in  arbitrary  units  (AU)  or  normalized  against  the  fluorescence  obtained without 







assays:  fluorescence microscopy  and Western blotting. The  two methods  employed  concurrently 
demonstrated  that  lovastatin  treatment  increased  total  α7  and  α4  nAChR  levels with  respect  to 
control, untreated neurons (Figure 7). 






α4 nAChR  subunits against actin. Data  represent  the mean ± SD  from at  least  three  independent 
experiments. (b) Cultured hippocampal neurons were treated with 50 nM lovastatin for 14 days or 
left untreated (control). At the end of the incubation, neurons were fixed, permeabilized, and labeled 
with Alexa Fluor488‐BTX and mAb‐299  for 1 h at  room  temperature. After washing, neurons were 
incubated with Alexa Fluor555‐secondary  antibody  for 2 h, washed with PBS,  and  imaged;  then, 
fluorescence  was  quantified.  Data  represent  the  mean  ±  SD  from  at  least  three  independent 
experiments. * p ˂ 0.01. 
3. Discussion 




lovastatin  treatment  reduced  total  cholesterol  levels  in  neuronal  cells,  even  at  low  doses. More 
relevant,  the  neuronal membrane  was  evenly  depleted  in  cholesterol.  Interestingly,  the  results 
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exofacial  leaflet of  the membrane  [32,33]. However,  it  is worth mentioning  that  these drugs have 
effects on cells beyond inhibition of cholesterol biosynthesis [28]. 
Cholesterol exerts effects on multiple aspects of synaptic transmission [34], both presynaptically, 







43].  It  has  also  been  surmised  that  dysregulation  of  cholesterol metabolism  is  a major  factor  in 
neurological  diseases  accompanied  by  cognitive  dysfunction,  such  as Alzheimer  disease  [44,45] 
(reviewed in [23]), Parkinson disease [46], and Huntington disease [47]. Epidemiological studies have 
suggested that individuals treated with statins have a lower risk of developing Alzheimer disease 
[25,28,48].  In  this study, we demonstrated  that chronic statin  treatment  increased both α7 and α4 
nAChR. At low lovastatin doses, there was an enrichment of α4 nAChR in neuronal somata, whereas, 
at  high  doses,  the  increase  in  α4  in  neurites was more  prominent.  Interestingly,  α7  nAChRs  in 




simvastatin  showed  a  significant  potentiation  of  α7  nAChR  activity without  changes  in  agonist 
sensitivity or in the kinetics of desensitization [20]. Our results suggest that the mechanism behind 
this phenomenon  is an  increase  in α7 nAChR delivery to the neuronal surface. Given the marked 
cholinergic deficit  in AD  [12,49],  the neuroprotective  effect mediated by  chronic  statin  treatment 
could be related  to  the  increase  in surface nAChR and  the consequent maintenance/restoration of 
cholinergic activity. 
The mechanism via which lovastatin treatment increases nAChR levels may  involve multiple 
stages.  The  internalization  rate  of  neuronal  nAChRs  varies  according  to  receptor  type  and 
localization. Whereas the internalization rate of α4 in neuronal cell somata was not affected at 50 nM 
lovastatin,  it  increased  in neurites, and  this phenomenon may explain  the  relative  increase of  α4 
nAChR  in somata at  this  lovastatin concentration. The α7 nAChR  internalization rate  in neuronal 
somata was slightly hindered at 50 nM lovastatin, whereas, in neurites, it was markedly augmented. 
Interestingly, the global result was a net increase in neurite α7 nAChR. Preferential neurite insertion 
of newly  synthesized  receptors may  explain  the differences. Moreover,  total nAChR  levels were 






observed  here.  nAChRs  are  very  sensitive  to  membrane  cholesterol  levels;  ion  translocation 




















αBTX  (Alexa  Fluor488‐αBTX),  biotin‐αBTX,  and Alexa  Fluor633‐streptavidin were  purchased  from 
Molecular  Probes  (Eugene,  OR,  USA).  Neurobasal,  trypsin,  cytosine  arabinoside,  N2,  and  B27 
supplements were from Invitrogen (Carlsbad, CA, USA). Rabbit ab‐23832 anti‐α7 nAChR polyclonal 
antibody  and  anti‐actin were  purchased  from  AbCam  (Eugene,  OR,  USA). Mouse monoclonal 
antibody  anti‐tubulin  was  purchased  from  BD  Biosciences  (San  Jose,  CA,  USA).  Horseradish 
peroxidase  (HRP)‐conjugated  goat  anti‐rabbit  and  goat  anti‐mouse  secondary  antibodies  were 













































Neurons  were  fixed  with  2%  paraformaldehyde  for  15  min  and  subsequently  incubated 









Labeled  neurons  were  examined  with  a  Nikon  Eclipse  E‐600  microscope.  Imaging  was 
accomplished with a SBIG model ST‐7 digital charge‐coupled device camera (765 × 510 pixels, 9.0 × 
9.0  μm pixel  size; Santa Barbara, CA, USA). The ST‐7 CCD  camera was driven by  the CCDOPS 






of  interest  (ROI) with  the software  Image  J  (NIH, Bethesda, MD, USA). The average  fluorescence 
intensity of a given ROI was measured, and the average fluorescence intensity of an area of the same 
field outside the neuron was subtracted. These measurements were undertaken on randomly chosen 






tetraacetic  acid  (EGTA);  5 mM  β‐glicerophosphate,  1% Nonidet P‐40;  2.5 mM MgCl2)  containing 




Laemmli  buffer  at  100  °C  for  5  min  and  proteins  were  resolved  by  sodium  dodecyl  sulfate 
Molecules 2020, 25, 4838  13  of  16 
 
polyacrylamide  gel  electrophoresis  (SDS‐PAGE)  on  10%  polyacrylamide  gels  and  subsequently 
transferred  to polyvinylidene  fluoride  (PVDF) membranes  (Millipore, Bedford, MA, USA). These 
membranes were blocked with 10% BSA in Tris‐buffered saline/Tween‐20 (TBST) buffer (20 mM Tris–
HCl  (pH  7.4)  containing  100 mM NaCl  and  0.1%  (w/v) Tween‐20)  at  room  temperature  for  2  h. 
Membranes were  subsequently  incubated  overnight  at  4  °C with  a  1:1000  dilution  of  primary 
antibodies  (anti‐α7  nAChR,  anti‐α4  nAChR,  and  anti‐actin),  washed  thrice  with  TBST,  and 
subsequently exposed to the appropriate HRP‐conjugated secondary antibody (anti‐rabbit or anti‐
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